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(54) Bezcichnung: VERWENDUNG EINES TRIZYKLISCHEN ANTIDEPRESSIVUMS ZUR FORDERUNG DER ENDOZY- 
5 TOSE 



(54) Title: USE OF A TRICYCLIC ANTIDEPRESSANT DRUG FOR PROMOTING ENDOCYTOSIS 



(57) Abstract: The invention relates to the use of a tricyclic compound for promoting the cndocytotic uptake of macromolccular 
active compounds. 

O 

*^ (57) Zusammenfassung: Die Erfindung lehrt die Verwendung einer trizyklischen Verbindung zur i'5rderung der endocytotischen 
Aufnahme makromolekularer Wirkverbindungen. 
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Verwendung eines trizyklischen Antidepressivums zur 
Forderung der Endozytose. 

Gebiet der Erfindung. 

5 

Die Erfindung betrifft die Verwendung einer Substanz zur 
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur 
F5rderung der Endozytose einer Wirkverbindung, insbeson- 
dere eines Konstrukts enthaltend eine Nukleinsaure oder 
10 bestehend hieraus, beispielsweise im Rahmen einer Gen- 
therapie oder der Tranfektion von saugerzellen. Die Er- 
findung betrifft desweiteren Verfahren zur Forderung der 
Endozytose und Zellen, welche mit einem solchen Verfahren. 
transformiert sind. 

15 

Hintergrund der Erfindung. 

Bei verschiedensten therapeutischen Ansatzen ist es not- 
20 wendig, Wirkverbindungen mit hohen Molekulargewichten ein- 
zusetzen, Einige Beispiel werden folgend kurz erlautert. 

Die Gentherapie ist eine vielversprechende Methode zur 
Heilung von einer Vielzahl von Krankheiten, die durch 

25 einen keimbahngangigen oder somatischen Gendefekt hervor- 
gerufen werden, wie Erbkrankheiten und Krebs (Crit Rev 
Ther Drug Carrier Syst 1999; 16(2): 147-207). Bei der Gen- 
therapie werden Nukleinsauren in die Zielzelle einge- 
bracht, die dort den Defekt direkt beheben sollen. In den 

30 letzten Jahrzehnten wurden mehrere Verfahren zur Einbrin- 
gung von Nukleinsauren in die Zelle entwickelt. Dazu zahlt 
das Einbringen von Nukleinsauren in die Zelle nvittels vi- 
raler Vektoren, die Lipofektion und die gerichtete 
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Aufnahme mittels rezeptorvermittelter Endozytose, wie z. 
B. die Transferrinf ektion. Die Nachteile viraler Systeme 
gegeniiber den restlichen Systemen wurden in den letzten 
Jahren immer deutlicher, so daiJ die Zukunft der Genthera- 
5 pie wahrscheinlich in der Benutzung anderer Systeme liegt. 
Dieses ist ein Verfahren, das sich der natUrlichen Endozy-- 
tosemechanismen der Zelle bedient. Die Transferrinf ektion 
beruht auf dem natUrlichen Transferrin-Transf errin- 
rezeptor-Endocytose-System, das die Eisenversorgung in 

10 proliferierenden, dif f erenzierenden und Hamoglobin- 
synthetisierenden humanen Zellen gewahrleistet (Theil, 
E.G., Aisen, P. (1987) The storage and transport of iron 
in animal cells,. Iron transport in Microbes, Plants, Ani- 
mals, pp. 491-520, Winkelmann, G,, van der Helm, D. und 

15 Neilands, J.B. ( Herausgeber) , VCH, • Weinheim) . Beim Trans- 
ferrinf ektionssystem wurde das natUrlich vorkoromenden 
Trans ferrin-Transferrinrezeptor-Endozytosesystem modi- 
fiziert, indem die DNA an den Liganden Transferrin gekop- 
pelt wurde (E. Wagner et al . , 1991, Bioconjugate Chem. 

20 2:226-231). Der Ligand bindet spezifisch an den Zellober- 
flachenrezeptor der Zielzelle und wird durch Endozytose 
aufgenommen. Urn die negative Ladung der DNA zu neutralis- 
ieren, die DNA zu kondensieren und sie somit einer Auf- 
nahme zuganglich zu machen, werden Polykationen wie 

25 Polyethylenimin oder Polylysin eingesetzt. Es.konnte 

aulierdem gezeigt werden, dafi> auch kondensierte DNA, die an 
keinen Liganden gekoppelt ist, endocytotisch aufgenommen 
wird (W.T. Godbey et al., 1996, PNAS 96:5177-5181) und 
dieses System wird als Polyfektion beschrieben. Fur eine 

30 gentherapeutische Nutzung der bisher entwickelten Systeme 
zum zielgerichteten Einbringen von Nukleinsauren in eu- 
karyontische Zellen durch Endozytose ist jedoch die Auf- 
nahmerate, Stabilisierung der DNA vor Degradation in den 
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zelleigenen Kompartimenten und Transf eref f izienz an den 
Wirkungsort (Cytosol oder Kern) unzureichend (Mahato RI 
(1999) Non-viral peptide-based approaches to gene deliv- 
ery. J Drug Target. 7 (4 ) : 249-68) . 

5 

Neben der Gentherapie gibt es weitere Behandlungsansatze 
und Nutzung meist makromolekularer NukleinsSuren. Ein 
erster Ansatz besteht in der Einschleusung von direkt 
translatierbarer RNA in eine Zielzelle, wobei dann ein 

10 durch die RNA codierter Wirkstoff durch die zelleigenen 
Mechanismen exprimiert wird. Mittels Antisense RNA, 
RNA-Aptameren, siRNA und Ribozymen kSnnen in einer Zelle 
aufgrund von Fehlfunktionen, Mutationen, etc. 
naturlicherweise ablaufenden Prozesse auf RNA-Ebene 

1^ moduliert werden. Auch in diesen Zusammenhangen ist die 
Nutzung und Modulation bzw. F5rderung natUrlicher 
Endozytoseprozesse erforderlich, damit die Nukleinsciure in 
ausreichend groJier Menge in die Zelle eingeschleust wird. 

20 Entsprechendes gilt fUr andere nieder- und/oder makro- 

molekulare Molekule in therapeutischen Zusarnmenhangen, die 
nur schwer oder gar nicht die Membranbarriere liberwinden 
konnen und im Komplex mit Proteinen, NukleinsSiuren oder 
synthetischen Makrbmolekulen mittels Endozytose in die 

25 Zelle auf genommen werden konnen, Hierzu gehoren insbeson- 
dere alle Medikamente, die im Plasma in ionisierter Form 
vorliegen und fiir die kein geeignetes zellulares Trans- 
portsystem existiert. Weiterhin ist es wunschenswert, ein 
Verfahren zur VerfUgung zu haben flir die Aufnahme von 

30 lipophilen Pharmaka, die eine hohe Eiweissbindung auf- 
weisen und nach in vitro Bindung an ein geeignetes 
Carrier-Protein oder ein anderes geeignetes Makromolekiil 
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liber Endozytose in die Zielzelle aufgenommen werden 
kSnnen . 

Auch k5nnen in vitro transf izierte Zellen ihrerseits zu 
5 therapeutischen Zwecken genutzt werden. Beispielsweise 
konnen einem Patienten Tumorzellen entnoinmen^ in vitro 
kultiviert und gezielt gentechnisch verSlndert werden, 
beispielsweise mit einer Expressionskassette fUr ein Gen, 
das eine Immunreaktion gegen die Tumorzellen stimuliert, 
10 Diese verSnderten Zellen konnen dann dem Patienten wieder 
dargereicht werden und k5nnen dann in dem Patienten Immun- 
reaktionen auslQsen, die sich gegen die nicht modifizier- 
ten Tumorzellen des Patienten richten. So wird ein 
patienten- und tumorspezif ischer Tumorimpf stof f erhalten. 

15 

Bel dem Einsatz onkolytischer Viren werden spezielle Viren 
einem an Krebs erkrankten Organismus dargereicht. Diese 
Viren haben die Eigenschaft, zwar grundsatzlich alle Zel- 
len zu infizieren, sich jedoch ausschlieJilich in Tumorzel- 
20 len zu vermehren und in diesen Tumorzellen Zelllyse 

auszulosen. In gesunden Zellen ruhen diese Viren dagegen. 
Bekannt ist beispielsweise der Einsatz modif izierter Her- 
pes simplex Viren (HSV) zur Behandlung von Gehirntumoren. 

25 Insbesondere in therapeutischen Anwendungen stellt sich 
also das grundsatzliche Problem, die Wirkverbindung aus 
dem extrazellularen Raum in die Zelle hinein und aus den 
endocytotischen Kompartimenten in das Cytosol zu' trans- 
portieren, i.e. Endozytose zu bewirken, oder eine natiirli- 

30 cherweise stattf indende Endozytose zu verstarken, damit 
weniger Wirksubstanz benotigt wird bzw. Transf ektionsraten 
ausreichend sind. Der Begriff der Endozytose bezeichnet im 
Rahmen dieser Beschreibung allgemein die Aufnahme von 
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extracellularem^ korpuskularem oder gelostem, meist raakro- 
moiekuiarem Material in eine Zelle. Makromolekular meint 
Verbindungen mit einem Molekulargewicht oberhalb von 300 
da, vorzugsweise von oberhalb 500 da, hochstvorzugsweise 
5 von oberhalb 1000 da. Zu den nattirlicherweise aufnehmbaren 
Makromolektilen gehSren beispiels- weise Antikorper, En- 
zyme, Antigen-Antikorper-Komplexe, Lipoproteine, LDL, 
Transferrin und Nukleinsauren. Nattirlicherweise auf- 
nehrabare korpuskulSres Material ixmfaJJt beispielsweise 

10 Viren, Bakterien und Protozoen. Unter anderem im Rahmen 
gentherapeutischer Malinahmen, aber auch bei der Nutzung 
von direkt translatierbaren RNA-MolekQlen oder als 
Antisense-RNA, Ribozyme, siRNA oder RNA-Aptamere wirkenden 
Nukleinsauren . (einschlieBlich nicht-naturliche Derivate 

15 wie PNA) miissen die makromolekularen Nukleinsauren zumind- 
est als ersten Schritt in das Cytosol auf genommen, ggf.' 
auch weiter in den Kern transportiert werden. Methoden und 
Hilfsstoffe, wie bei den im Rahmen der pharmazeutischen 
Industrie bislang favorisierten niedermolekularen 

20 Wirkstoffe sind hierfUr ungeeignet. Vielmehr mQssen die* 
natUrlichen Endozytosemechanismen genutzt und die Trans- 
portrate von der Zellmembran bis zum Wirkort durch 
geeignete Hilfsstoffe auf ein brauchbares Niveau angehoben 
werden. 

25 

Solche Hilfsstoffe sind Substanzen, die auf einen oder 
mehrere Schritte der Endozytose die Transportrate erhohend 
einwirken bzw. diese modulieren. Bekannt ist der Einsatz 
von Quinolinringstrukturen, wie Chloroquin, als die En- 
30 dozytose fordernde Substanz. Hierzu wird lediglich 

beispielsweise auf die Literaturstelle B. Neukamm et al . , 
Biochimica et Biophysica Acta, 1572:67-76 (2002), sowie 
die darin genannten Zitate verwiesen. Weiterhin ist 
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bekannt der Einsatz von Phenathiazinen, wie Chlorpromazin, 
zur Forderung der Endozytose. 

Aus anderen Zusammenhangen sind trizyklische Substanzen 
5 bekannt, wie beispielsweise Desipramin oder Amoxapin. Bei 
diesen Verbindungen handelt es sich urn Antidepressiva . 

Technisches Problem der Erfindung. 

10 

Der Erfindung liegt das technische Problem zu Grunde, Mit- 
tel anzugeben, welche die Endozytose makromolekularer 
Wirkverbindungen verbessern. 

15 

Grundztige der Erfindung und AusfUhrungsf ormlen, 

Zur Losung dieses technischen Problems lehrt die Erfindung 
die Verwendung einer Substanz gemaB Formel I oder II oder 
20 mehrerer verschiedener solche Substanzen 



I 

25 



30 

II 
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wobei A, B und D gleich oder verschieden und jeweils ein 

C-, Oder 0-Atoin sind, wobei eine Einfach- 

oder Doppelbindung ist, wobei freie Valenzen mit -H gebun- 
5 den sind, wobei Rl einfach, zweifach oder dreifach 
vorhanden und -H, -Cl-15-Alkyl (verzweigt, linear oder 
zyklisch), oder -Cl-15-Alkyl (verzweigt, linear oder zyk- 
lisch) mit einein oder mehreren C-Atomen substituiert durch 
0, S oder N ist, wobei R2 und R3 gleich oder verschieden, 

10 jeweils und unabh^ngig voneinander einfach, zweifach, 
dreifach oder vierfach vorhanden und -H, oder -Hal sind, 
wobei -Hal = -F, -Cl/ oder -Br, zur Herstellung einer 
pharmazeutischen Zusammensetzung zur Forderung der Endocy- 
tose von Wirkverbindungen. Im Falle von Rl mit substi- 

15 tuiertem C-Atom oder mehreren substituierten C-Atoirien 
zahlt das 0-, S- bzw. N- Atom im Rahmen des Begriffes 
Cl-15-Alkyl als C-Atom. Beispielsweise ware ein Rest Rl 
-CH2-CH2-CH2-NH-CH3 in dieser Terminologie C5-Alkyl, wobei 
ein C-Atom durch ein N-Atom substituiert ist. 

20 

Eine Substanz ist die Endozytose fordernd, wenn die Sub- 
stanz beispielsweise in einem Transf ektionsexperiment , wie 
in den Beispielen angegeben^ hohere Transf ektionsraten 
bzw. Effizienzen bewirkt im Vergleich zum gleichen Experi- 

25 ment, nur mit Einsatz d.es Puffers (Negativkontrolle) . Das 
Mali der Forderung ist in gleicher Weise bestimmbar und 
vergleichbar, wenn die Auswertegrosse quantitativ bestimmt 
wird, absolute relativ zu einer Negativkontrolle ' oder 
relativ zu einer definierten die Endozytose fordernden 

30 Ref erenzsubstanz . 
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Die Erfindung beruht auf der liberraschenden Erkenntnis, 
dass sogenannte trizyklische Antidepressiva eine die En- 
dozytose fordernde Wirkung haben. 

5 Im einzelnen kann die Substanz die folgenden bevorzugten 
Strukturmerkmale aufweisen. Rl kann ein sekundares oder 
tertiares Amin sein. Bevorzugte Beispiele ftir Rl sind: 
-CHg-CHa-CHg-NH-CHj 
-CH2-CH2-CH2-N{CH3)2 
10 -CH2-CH(CH3)-CH2-N(CH3)2 
^CH-CHg-CHj-NHCHi 
-CH-CH2-CH2-N{CH3)2 
1-Piperazinyl . 

Rl kanri insbesondere nur einfach vorhanden und an D gebun- 
15 den sein, wobei im Falle der Formel II D ein C-Atom sein 
kann. kann eine Einf achbindung sein. A und B konnen 

C-Atome und D ein C~ oder N-Atom sein. Alternativ konnen A 
ein C-Atom, B ein 0-Atom und D ein C-Atom sein. R2 und R3 
konnen insbesondere -H sein. A kann ein N-Atom, B ein C- 
20 Atom und D ein 0-Atom sein, wobei . . . . eine Doppelbindung 
ist. R2 kann einfach vorhanden und -Hal sein, und wobei Rl 
= -H ist. 

Beispiele fiir geeignete Substanzen sind: Desipramin, Imi- 
25 pramin, Trimipramin, Amitriptylin, Nortriptylin, Doxepin, 
Amoxapin, Maprotylin und andere trizyklische 
Antidepressiva . 

Eine bevorzugte Ausf lihrungsf orm der Erfindung von 
30 selbststandiger Bedeutung ist dadurch gekennzeichnet, dass 
die pharmazeutische Zusammenset zung zusatzlich eine Quino- ■ 
linringverbindung und/oder eine Phenathiazinverbindung, 
optional ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 
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"Chloroquin, Chlorpromazin, Primazin, Quinin, Biquinolin, 
Phenathiazin und Chlorpromazin" , enthalt. Eine Variante 
dieser Ausftihrungsf ona umfasst generell die Ver'wendung 
einer Mischung aus zumindest zwei verschiedenen Substanzen 
5 ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus "die Endocytose 
fGrdernde Quinolinringverbindungen und/oder eine Phenathi- 
azinverbindungen, die Endozytose f5rdernde Substanz nach 
einem der Anspriiche 1 bis 9" zur Herstellung einer phar- 
mazeutischen Zusammensetzung enthaltend eine von den Sub- 

10 stanzen verschiedene Wirkverbindung mit einem 

Molekulargewicht grdsser als 300. Diese Ausfiihrungsformen 
der Erfindung beruhen auf der Erkenntnis, dass eine solche 
Kombination von bekannten die Endozytose fSrdernden Sub- 
stanzen mit erf indungsgemaB neu eingesetzten Substanzen, 

15 aber auch ausschliefilich von bereits bekannten die Endozy- 
tose fordernden Substanzen, zu synergistischen Effekten 
ftihrt. Oberraschenderweise werden Transf ektionsraten 
erzielt, die erheblich tiber jenen liegen, die mit den 
jeweiligen Substanzen allein erreichbar sind. Diese Er- 

20 lauterungen gelten insbesondere auch hinsichtlich der 

zweitgenannten Variante auch fiir die folgend dargestellten 
Aspekte der Erfindung. 

Es ist auch moglich/ sogenannte Triple- oder Multikombina- 
25 tionen mit drei oder mehr verschiedenen der vorstehend 
diskutierten Substanzen einzusetzen. 

Alternativ oder zusatzlich zur Kombination mit der im vor- 
stehenden Absatz genannten Gruppe kann auch mit einem ein 
30 Alkylpolyamin kombiniert werden. In Frage kommen Alkyl- 
polyamine mit Molekulargewichten zwischen 100 und 50.000. 
Bevorzugterweise sind die Alkylpoyamine linear. Weiterhin 
bevorzugt haben die Polyamine eine oder zwei primare 
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Amingruppen. Aber auch verzweigte Alkylpolyamine ggf . mit 
mehr primaren Amingruppen sind grundsatzlich einsetzbar. 

Die pharmazeutische Zusanuaensetzung kann im Prinzip jede 
5 Wirkverbindung enthalten, deren Einschleusung in eine 
Zelle wUnschenswert ist. In einem wesentlichen Einsatzge- 
biet enthalt die Wirkverbindung ein Konstrukt enthaltend 
eine NukleinscLure def inierter Sequenz oder bestehend hi- 
eraus, in Mischung mit den erf indungsgemafi eingesetzten 
10 Substanzen oder in separater Darreichungseinheit hierzu 
und zur gemeinsamen Anwendung bestimmt. In letzterem Falle 
kannen die Darreichungseinheiten zugleich oder 
nacheinander, in beiden m5glichen Reihenfolgen, 
dargereicht werden, 

15 

Eine definierte Sequenz ist eine ausgewahlte und vorgebene 
bekannte Sequenz. Das Konstrukt kann mehrere solcher Se- 
quenzen enthalten. In letzterem Falle k5nnen die mehreren 
Sequenzen auch unterschiedlich sein, insbesondere 

20 beispielsweise Varianten einer Sequenz sein, innerhalb 

welcher gezielt Teilsequenzen randomisiert sind. Eine sei- 
che Randomisierung kann 1 bis 10, vorzugsweise 1 bis 4, 
miteinander verbundene oder nicht luiteinander verbundene 
Nukleotide -betref fen . Randomisierung meint, dass eine ran- 

25 domisierte Nukleotidposition ein beliebiges der 4 ver- 
schiedenen Nukleotide aufweisen kann. 

Die Erfindung lehrt desweiteren die Verwendung einer er- 
f indungsgemaii eingesetzten Substanz oder mehrerer ver- 
30 schiedener solcher Substanzen, optional in Mischung mit 
einer Quinolinringverbindung und/oder eine Phenathiazin- 
verbindung, optional ausgewahlt aus der Gruppe bestehend 
aus "Chloroquin, Primazin, Quinin, Biquinolin, 
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Phenathiazin und Chlorpromazin", zur Forderung der Endozy- 
tose einer Wirkverbindung, insbesondere eines Konstruktes 
enthaltend eine Nukleinsaure definierter Sequenz oder 
bestehend hieraus, wobei die Zelle in vitro mit der 
5 Wirkverbindung sowie der Substanz inkubiert " wird. 

Die Erf indung lehrt weiterhin ein Verf ahren zur transien- 
ten Oder stabilen Transfektion einer Zelle in vitro^ wobei 
die Zelle mit einem Konstrukt enthaltend eine Nukleinsaure 

10 definierter Sequenz oder bestehend hieraus, sowie einer 
erfindungsgem^jj eingesetzte Substanz oder mehrerer ver- 
schiedener solcher Substanzen, optional in Mischung mit 
einer Quinolinringverbindung und/oder einer Phenathiazin- 
verbindung, optional ausgew^hlt aus der Gruppe bestehend 

15 aus "Chloroquin, Primazin, Quinin, Biquinolin, Phenathi- 
azin und Chlorpromazin", inkubiert wird, wobei die Sub- 
stanz die endocytotische Aufnahme der Nukleinsaure in die 
Zelle (Endozytose) bewirkt/ und wobei die Nukleinsaure die 
-Zelle gelangt und dort ihre Wirkung entfaltet (z.B. die 

20 Zelle transf iziert) . Dabei kann das Konstrukt ein Marker- 
gen enthalten, oder die Inkubation kann mit einem zweiten 
Konstrukt enthaltend eine Nukleinsaure codierend fur ein 
Markergen oder bestehend hieraus durchgefuhrt werden. 
Diese Variante erlaubt leichte Kontrolle der Transfektion 

25 durch Detektion des Expressionsproduktes des Markergens 
(z.B. GFP, Luciferasemessung) , 

Schliesslich lehrt die Erfindung eine stabil oder tran- 
sient transf izierte Zelle erhaltlich indem eine Zelle mit 
30 einem Konstrukt enthaltend eine Nukleinsaure definierter 
Sequenz oder bestehend hieraus, sowie einer erfindungs- 
gemaB eingesetzten Substanz oder mehrerer verschiedener 
solcher Substanzen, optional in Mischung mit einer 
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Quinolinringverbindung und/oder einer Phenathiazinver- 
bindung, optional ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 
"Chloroquin, Primazin, Quinin, Biquinolin, Phenathiazin 
und Chlorpromazin", inkubiert wird, wobei die Substanz die 
5 endocytotische Aufnahme des Konstruktes bewirkt, und wobei 
die Nukleinsaure die Zelle transfiziert . 

Die galenische Herrichtung einer erf indungsgemciBen phar- 
mazeutischen Zusammensetzung kann in fachublicher Weise 

10 erfolgen. Als Gegenionen fur ionische Substanzen und/oder 
Wirkverbindungen kommen beispielsweise Na"^, K"^, Li* oder 
Cyclohexylamiaonium infrage. Insbesondere Amine k5nneri als 
Hydrochlorid vorliegen. Geeigenete feste oder fliissige 
galenische Zubereitungsformen sind beispielsweise Granu- 

15 late/ Pulver, Dragees, Tabletten, (Mikro-) Kapseln, Sup- 
positorien, Sirupe, SSLfte, Suspensionen, Emulsionen, 
Tropfen oder injizierbare Losungen (i.v., i.p./ i.iti.) 
sowie Praparate mit protrahierter Wirkstof f-Freigabe, bei 
deren Herstellung ubliche Hilfsmittel wie Tragerstof f e, 

20 Spreng-, Binde-, Oberzugs-, Quellungs-, Gleit- oder 
Schmiermittel, Geschmacksstof f e, Suiiungsmittel und 
L5sungsvermittler Verwendung finden, Als Hilfsstoffe sei 
Magnesiumcarbonat, Titandioxyd, Lactose, Mannit und andere 
Zucker, Talcum, Milcheiweili, Gelatine, Starke, Zellulose 

25 und ihre Derivate, tierische und pflanzliche Ole wie Le- 
bertran, Sonnenblumen-, Erdnuss- oder Sesamol, Polyeth- 
ylenglycole und Losungsmittel, wie etwa steriles Wasser 
und ein- oder mehrwertige Alkohole, beispielsweise Glyc- 
erin, genannt. Eine erf indungsgemafte pharmazeutische 

30 Zusammensetzung ist dadurch herstellbar, dass mindestens 
eine erf indungsgemali verwendete Substanz in definierter 
Dosis mit einem pharmazeutisch geeigneten und physiolo- 
gisch vertraglichen Trager und ggf , weiteren geeigneten 
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Wirk-, Zusatz- oder Hilfsstoffen gemischt und zu der 
gewiinschten Darreichungsform hergerichtet wird. 

Die Erindung ist in den verschiedensten Bereichen anwend- 
5 bar. Zielzellen, in vitro oder in vivo, k5nnen grund- 
satzlich alle primaren Zellen eines Organismus sein, 
beispielsweise somatische pluripotente Zellen oder T- 
Zellen, sowie alle Zelllinien zur Verwendung in in-vitro 
Experimenten. Beispielsweise im Falle der T-Zellen sind 

10 die erf indungsgemaii verwendeten Substanzen vorteilhaft 
gegentiber Chloroquin- Besondere Anwendungen liegen 
beispielsweise in der Gentherapie, der Generierung von 
Organismen, wie Labortiere, fUr bestimmte Versuchszwecke, 
aber auch in der Transplantationsmedizin, wobei Lagerungs- 

15 schaden der Zellen der zu transplantierenden Organe ver- 
hindert bzw. repariert werden konnen und/oder wobei die 
Organe in ihrem Iinmunverhalten so verandert werden konnen, 
dass Abstossungsreaktionen im Korper des Empfang-ers nicht 
stattfinden. 

20 

Im Folgenden wird die Erfindung anhand von Aus- 
fUhrungsbeispielen sowie Vergleichsbeispielen nSher 
eriautert . 

25 

Beispiel 1: Wirksubstanz enthaltend eine Nukleinsaure 
(Testform) 

Zum Zwecke der Messung der die Endozytose fordernden 
30 Wirkung erf indungsgemaiier Substanzen wurde als Modell- 
Wirksubstanz das folgend beschriebene Plasmid eingesetzt. 
Verwendet wurde das Plasmid pFLl, wie beschrieben in der 
Literaturstelle D. Botstein et al . , Gene 8:17-24 (1979). 
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pFLl ist ein 2 ]m zirkulares Plasmid ftir Saccharomyces 
cerevisiae (Sa) mit einer hohen Kopieanzahl. Es enth^lt 
als selektiven Marker fur ura3 auxotrophe Hefest^mme das 
Sa Gen URA3 sowie Teile des pBR322 E. coli Plasmids fUr 
5 die Replikation und Selektion in E, coli. Das Plasmid 
wurde in E. coli SF8 gehalten und mit dem Qiagen Plasmid 
Mega Kit (Qiagen, Hilden/ Deutschland) gereinigt. 

FUr Lucif erase Zellkultur Assays wurde das Luciferasegen 
10 mit NotI (NEB) in pBlueskript SK (+) (Stratagene, Heidel- 
berg, Deutschland) geklont, und zwar unter der Kontrolle 
eines CMV-Promotors und einem SV40 poly-A-Signal, Dieses 
Plasmid wurde in E. coli DH5a amplif iziert • Die DNA wurde 
mit dem Qiagen Plasmid Maxi Kit gereinigt. 

15 

Beispiel 2: Modell-Zellsysteme 
2a: Hefesystem 

20 

Ein erstes ^ellsystem ist ein Hefesystem. Das Transfek- 
tionsprotokoll entsprach jenem der Literaturstelle B. Neu- 
kamm et al., Biochimica et Biophysica Acta 1572:67-76 
(2002) • FUr die Messungen wurde ein Laborrobotor (Zinsser, 
25 Frankfurt, Deutschland) eingesetzt und ein Pipettierungs- 
protokoll wurde erstellt. 

Hefe Vorkulturen wurden aus Kulturen eines -70°C Glycerol 
Vorrates des Stammes RPYIO (R.C. Piper et al., Eur J Cell 
30 Biol 65:305-318 (1995) fur 72 Stunden gezogen. In der 

Hauptkultur wurden die Zellen uber Nacht in YPD Medium bis 
zu einer Zelldichte von 5 bis 8 * 10^ Zellen/ml gezogen. 12 
* 10^ Zellen wurden geerntet und zweimal mit dem gleichen 
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Volumen destillierten Wassers gewaschen. Die Zellen wurden 
durch Einweichen in destillierten Wasser fur 30 Minuten 
bei 4°C kompetent fiir die Transf ektion gemacht* Die kompe- 
tenten Zellen wurden geerntet und in 10 ml 34% Sucrose, 
5 eingestellt auf pH 4 mit HCl, resuspendiert . Die Suspen- 
sion wurde umgehend in sterilisierte 40 ml GlassrOhrchen 
(Zinsser Analytik, Frankfurt, Deutschland) iibertragen, 
welche dann mit Aluminiumfolie verschlossen wurden. Die 
RGhrchen wurden dann auf einen SchUttler auf der Plattform 
10 des Laborroboters plaziert und ftir 40 Sekunden bei 300 UpM 
behandelt. Die Suspension wurde automatisch in die Vertie- 
fungen einer 96-well Mikrotiterplatte verteilt (je 80 ]il 
unter Verwendung von Edelstahlspitzen) . 

15 Das anschliessende Pipettierungsprotokoll war wie folgt. 
Zunachst wurden LGsungen einer erf indungsgem^lien Substanz 
Oder einer Vergleichssubstanz mit verschiedenen Konzentra- 
tionen zugegeben, Exakt 5 Minuten spater wurden 10 ^1 
einer Losung bzw. Suspension des pFLl Plasmids (0,15 

20 tig/jal) aus Beispiel 1 automatisch zu der Mischung aiis Zel- 
len und Substanz gegeben. Einige Wells wurden zur Nega- 
tivkontrolle verwendet, wobei lediglich die verwendeten 
Losungsmittel und das Plasmid zur Zellsuspension zugegeben 
wurden, nicht jedoch Substanz. Nach Beendigung des Pipet- 

25 tierungsprotokolls wurde die Platte abgedeckt ' und auf den 
Desyre-Mixer' plaziert (Zinsser Analytik) . Nach Vortexen 
fiir 1 Minute bei 1300 UpM erfolgte eine Inkubation bei 
28 °C fiir 18-20 Stunden. Nach der Inkubation wurden jeweils 
110 ]Jl1 destilliertes Wasser langsam zugegeben. Dann wurden 

30 die Zellen jeder Vertiefung auf 6-well Platten (PS- 

Macroplate, Greiner) transf erriert, mit 4 mi WMIXura (Neu- 
kamm et al, s.o.) Medium aufgefiillt. Die Vertiefungen der 
Mikrotiterplatte wurden jeweils mit 50 pi destilliertem 
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Wasser gewaschen und die Waschlosung wurde auf die feste 
Oberflache des WMIXura pipettiert. Die Macroplates wurden 
trocknen gelassen und 4 Tage bei 28**C inkubiert, 

5 Kolonie-bildende Einheiten (cfu) wurden dann in jeder Ver- 
tiefung gez^hlt. Die erhaltenen cfu-Werte wurden in das 
Verhaltnis zu den cfu-Werten der Negativkontrolle* gesetzt, 
Dieser Quotient ist ein Mafi fur die 
Transf ektionsef f ektivitat . 

10 

2b: SSugerzellen System 

HepG2 Zellen wurden in Dulbecco's Modified Eagle Medium 
15 (DMEM, Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland) , supplementiert 
mit 10% FBS (fetal bovine serum, Gibco) und 1 ug/ml Insu- 
lin, gezogen. Am Tag 1 wurden die Zellen mittels 
Trypsinierung abgelost, gewaschen und auf die Vertiefungen 
einer 24-wells Gewebekulturschale aufgeteilt, und zwar 1,5 
20 * 10^ Zellen je Vertiefung. 

Ca. 24 Stunden spater wurden die Transf ektionsversuche mit 
dem Luciferase Plasmid aus Beispiel 1 und mit ver- 
schiedenen Substanzen bei ca. 70 bis 80% Konfluenz durch- 

25 gefuhrt. Dazu wurde der Oberstand entfernt und dann eine 
Mischung (250 ]al) enthaltend Medium, 12,5 \il Dextran (10 
mg/ml) , 0,5 ]il des Plasmids und die jeweilige Substanz zu 
jeder Vertiefung zugegeben. Nach 2, 5-stundiger Inkubation 
bei 37 °C wurde der Oberstand entfernt und wurden 500 \il 

30 Komplettmedium zu jeder Vertiefung zugegeben. Am Tag 5 
wurde die Lucif erase-Aktivitat unter Verwendung des Dual- 
Luciferase® Reporter Assay System Kit (Promega, Mannheim, 
Deutschland) gemessen. Hierzu wurden 48 Stunden nach der 
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Trans fektion die Zellkulturtiberstande entfernt and die 
Zellen nach Zugabe von 100 pi Ix Lysis Puffer je Vertie- 
fung (Promega) ftir 20 Minuten bei 20**C auf einem langsamen 
Schiittler solubilisiert . 20 jjl des zellfreien Uberstand 
5 wurden in eine 96-well Platte (Corning und Costar,* Wies- 
baden, Deutschland) transferiert und mit 100 ]il Luciferase 
Assay-Puffer versetzt. Die Lucif eraseaktivitat wurde mit 
einem Luminometer (EG&G Berthold MicrolumatPlus) gemessen. 

10 

Beispiel 3: Bestimmung der optimalen Konzentrationen 

FUr jede eingesetzte Substanz wurde mittels Konzentra- 
tionsreihen die optimale Konzentration bestimmt. Hierzu 

15 wurden Konzentrationsreihen der jeweiligen Substanzen 

eingesetzt. Zum Vergleich sind entsprechende Messungen mit 
Chloroquin durchgeftxhrt worden. Die Ergebnisse sind in den 
Figuren la (Hefesystem) und lb (Saugerzellensystem) 
angegeben. Die Ordinatenwerte sind auf Chloroquin norm- 

20 iert, Man erkennt/ dass im Falle der Substanzen Amoxapine, 
Desipramine, Maprotiline und Chlorpromazine die optimalen 
Konzentrationen niedriger als im Falle von Chloroquin 
liegen. Grundsatzlich sind im Hinblick auf Nebenwirkungen 
moglichst geringe Konzentrationen wunschenswert und 

25 vorteilhaft. Lediglich im Falle von Doxepine ist die opti- 
male Konzentration ahnlich hoch wie bei Chloroquin. 

Beispiel 4; Mischungen von Substanzen 

30 

In der Figur 2 sind Experimente mit Mischungen von er- 

f indungsgem^li eingesetzten Substanzen dargestellt, Hierbei 

wurde jeweils mit optimalen Konzentrationen, wie in 
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Beispiel 3 bestimiat/ gearbeitet. CQ steht fUr Chloroquin. 
Man erkennt im Falle der Mischungen von Chloroquin mit 
erfindungsgemaBen Substanzen durchgehend drastisch erhohte 
Luciferaseaktivitat, verglichen mit dem Einsatz von 
5 Chloroquin allein. Eine vergleichende Betrachtung mit der 
Figur lb zeigt, dass auch gegentlber dem Einsatz der er- 
findungsgemaBen Substanzen allein drastisch erh5hte Werte 
erhalten werden. Insgesamt fuhrt also der Einsatz von sol- 
chen Mischungen zu einer erheblichen Verbesserung der 
10 Transfektionsef f izienz, woraus sich allgemein eine erhe- 
bliche Verbesserung der F5rderung der Endozytose ergibt. 

Beispiel 5: Dosierungen 

15 

Unabhangig von den vorstehenden AusfUhrungsbeispielen sind 
typische einsetzbare Dosen der erf indungsgemaB verwendeten 
trizyklischen Antidepressiva im Bereich von 1 bis 200 mg 
je Tag (Erwachsener mit 75 kg Korpergewicht ) , vorzugsweise 

20 30 bis 120 mg. Die Menge der Wirksubstanz in einer er- 
findungsgemaBen Zusammensetzung richtet sich nach den fur 
die Wirksubstanz ublichen Dosen. Vorzugsweise sind die 
Dosen der Wirksubstanz gleich oder kleiner den Dosen, die 
ohne Gabe der erf indungsgemaB verwendeten Ublich sind. Die 

25 Dosen konnen um bis zu 90% und mehr reduziert werden. 



30 
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Patentansprliche : 



1. Verwendung einer Substanz gemaiJ Formel I oder II oder 
mehrerer verschiedener solche Substanzen 

5 



10 



15 




wobei A, B und D gleich oder verschieden und jeweils 
20 ein oder 0-Atom sind. 



eine Einfach- oder Doppelbindung ist, 

wobei freie Valenzen mit -H gebunden sind, 

25 

wobei Rl einfach, zweifach oder dreifach, im Falle der 
Formel II auch bis zu vierfach, vorhanden und -H, 
-Cl-15-Alkyl (verzweigt, linear oder zyklisch, gesat- 
tigt Oder ungesattigt) , oder -Cl-lS-Alkyl (verzweigt, 
30 linear oder zyklisch, gesattigt oder ungesattigt) mit 
eineiu oder mehreren C-Atomen substituiert durch 0 oder 
N ist, 
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wobei Rl im Falle, dass A, B und/oder D in Formel I ein 
C-Atom ist, mit einer Einfach- oder einer Doppelbindung 
an ein solches C-Atom gebunden sein kann, 

5 wobei R2 und R3 gleich oder verschieden, jeweils und 

unabhangig voneinander einfach, zweifach, dreifach oder 
vierfach vorhanden und -H, oder -Hal sind, wobei -Hal = 
-F, -CI, Oder -Br, 

10 zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusaiimiensetzung 
enthaltend eine von der Substanz bzw. den Substanzen 
verschiedene Wirkverbindung mit einem Molekulargewicht 
grosser als 300. 

15 

2, Verwendung nach Anspruch 1, wobei Rl ein sekundares 
Oder tertiares Amin ist. 

20 3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, wobei Rl einfach 
vorhanden und an D gebunden ist, wobei im Falle der 
Formel II D ein C-Atom ist. 

25 4. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei . . . . 
eine Einf achbindung ist. 



5. 

30 



Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei A 
und B C-Atome sind und D ein C- oder N-Atom ist. 
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6. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei A 
ein C-Atom, B ein 0-Atom und D ein C-Atom ist. 

5 7. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei R2 
und R3 -H sind. 

8. Verwendung nach einem der AnsprUche 1 bis 3, wobei A 
10 ein N~Atom, B ein C-Atom und D ein 0-Atom ist, und 
^o^®^ > ' ' ' eine Doppelbindung ist. 



9. Verwendung nach Anspruch 9, wobei R2 einfach vorhanden 
15 und -Hal ist, und wobei Rl = -H ist. 

10. Verwendung nach einem der AnsprUche 1 bis 9, wobei die 
pharmazeutische Zusammensetzung zusatzlich eine die 

20 Endocytose f5rdernde Quinolinringverbindung und/oder 
eine Phenathiazinverbindung oder mehrere verschiedene 
solcher Verbindungen, optional ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus "Chloroquin, Primazin, Quinin, 
Biquinolin, Phenathiazin und Chlorpromazin" , enthalt. 

25 

11. Verwendung nach einem der AnsprUche 1 bis 10, wobei 
die pharmazeutische Zusammensetzung die Wirkver- 
bindung, insbesondere ein Konstrukt enthaltend eine 

30 Nukleinsaure definierter Sequenz oder bestehend hi- 
eraus, in Mischung oder in separater Verpackungsein- 
heit enthalt. 
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12. Verwendung einer Substanz gemSfi einer der Ansprliche 1 
bis 9 Oder mehrerer verschiedener solcher Substanzen, 
optional in Mischung mit einer die Endocytose 
5 f5rdernden Quinolinringverbindung und/oder eine 

Phenathiazinverbindung, optional ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus "Chloroquin, Primazin, Quinin, 
Biquinolin, Phenathiazin und Chlorpromazin" , zur 
Forderung der Endozytose einer Wirkverbindung, insbe- 
10 sondere eines Konstruktes enthaltend eine Nukleinsaure 
definierter Sequenz oder bestehend hieraus, wobei die 
Zelle in vitro mit der Wirkverbindung sowie der Sub- 
stanz inkubiert wird. 



15 

13. Verfahren zur transienten oder stabilen Transfektion 
einer Zelle in vitro, wobei die Zelle mit einem Kos- 
trukt enthaltend eine NukleinsSure definierter Sequenz 
Oder bestehend hieraus, sowie einer Substanz nach 

20 einem der Ansprtlche 1 bis 9 oder mehrerer ver- 
schiedener solcher Substanzen, optional in Mischung 
mit einer die Endozytose fordernde Quinolinringver- 
bindung und/oder einer Phenathiazinverbindung, op- 
tional ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 

25 "Chloroquin, Primazin, Quinin, Biquinolin, Phenathi- 

azin und Chlorpromazin", inkubiert wird, wobei die 
Substanz die Endozytose der Nukleinsaure bewirkt, und 
wobei die Nukleinsaure die Zelle transf iziert . 

30 

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei das Konstrukt ein 
Markergen enthalt, oder wobei die Inkubation mit einem 
zweiten Konstrukt enthaltend eine Nukleinsaure 
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codierend fur ein Markergen oder bestehend hieraus 
durchgeflihrt wird. 

5 15 • Stabil oder transient transformierte Zelle erhaltlich 
indem eine Zelle mit einem Konstrukt enthaltend eine 
Nukleinsaure definierter Sequenz oder bestehend hi- 
eraus, sowie einer Substanz nach einem der AnsprUche 1 
bis 9 Oder mehrerer verschiedener solcher Substanzen, 

10 optional in Mischung mit einer die Endozytose 

fordernden Quinolinringverbindung und/oder einer 
Phenathiazinverbindung, optional ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus "Chloroquin, Primazin, Quinin, 
Biquinolin, Phenathiazin und Chlorpromazin" / inkubiert 

15 wird, wobei die Substanz die Endozytose des Konstruk- 
tes bewirkt, und wobei die Nukleinsaure die Zelle 
transf ormiert . 

20 16. Verwendung einer Mischung aus zumindest zwei ver- 

schiedenen Substanzen ausgewahlt aus der Gruppe beste- 
hend aus "die Endocytose fordernde Quinolin- 
ringverbindungen und/oder Phenathiazinverbindungen, 
Alkylpoly amine, und die Endozytose fordernden Substanz 

25 nach einem der Ansprtlche 1 bis 9" zur Herstellung 

einer pharmazeutischen Zusammensetzung enthaltend eine 
von den Substanzen verschiedene Wirkverbindung mit 
einem Molekulargewicht gr5sser als 300. 



30 
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